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研究成果の概要（和文）：麹菌には2種類のパラロガスなマルトース資化クラスターが存在するが、正常に発現してい
るクラスター（MALクラスター）の遺伝子破壊により、通常は休眠（サイレント）状態にあるそのパラログ（MALホモロ
グクラスター）が強く誘導発現されるという興味深い現象を見出した。相補試験によりパラログクラスターに存在する
トランスポーターはマルトース取込み能を有していることが示されたが、発現量はきわめて低く、本来のマルトースト
ランスポーターの破壊株においてこのホモログを二重破壊しても、α‐アミラーゼ生産には大きな影響は認められなか
った。

研究成果の概要（英文）：Two paralogous gene clusters that are deduced to be involved in maltose assimilati
on exist in the genome of Aspergillus oryzae. These clusters are both consisting of three genes that each 
encodes a transporter, alpha-glucosidase, and a transcription factor, respectively, and one of them is fun
ctional but the other seems to be transcptionally silent. However, interestingly, these silent genes are i
nduced to be transcribed when the functional genes are disrupted. The paralogous transporter gene was prov
ed to encode a functional maltose transporter by complementation experiment. Double disruption of the tran
sporter genes did not result in the defect in growth on maltose medium and also in alpha-amylase productio
n, probably due to a significantly low transcription level of the pralogous transporter gene.     
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１．研究開始当初の背景 
申請者は、麹菌のデンプン分解酵素遺伝子

のマルトースによる誘導発現に関与する転
写因子 AmyR を世界に先駆けて単離し、その
機能を明らかにした。さらに AmyR の活性化
には誘導基質であるマルトースの細胞内取
込みが重要であり、これに関与するマルトー
ストランスポーター（MalP）がゲノム上でマ
ルターゼ（MalT）とこれらの遺伝子発現を制
御する転写因子（MalR）の遺伝子とクラスタ
ーを形成していることを明らかにした。一方、
malP 破壊株では AmyR 制御下にあるα-アミ
ラーゼの生産量は誘導条件下の培養初期に
著しく低く、培養後期に徐々に上昇してくる
ことから、アミラーゼの誘導生産に必要なマ
ルトース取込みの主要なトランスポーター
は MalP であるが、これ以外にもマルトース
取込みに関わるトランスポーターの存在が
示唆された。麹菌ゲノム情報から本 MAL ク
ラスターと相同性の高いクラスターが見出
され、非常に興味深いことに、malP と malR
の破壊株ではこのクラスター遺伝子の発現
が誘導される可能性が示唆された。このクラ
スターを構成するパラログは通常の培養条
件ではほとんど発現が認められず、本来の
MAL クラスターの機能が失われると同時に
発現が誘導され、麹菌のマルトース資化能の
回復に機能している可能性がある。このよう
に、通常は休眠（サイレント）状態にあるホ
モログクラスターが、主要に働く MAL クラ
スターが機能しない場合に限って発現する
という仕組みは、緊急避難的な細胞応答機構
とも考えられ、その遺伝子発現制御機構に大
きな興味が持たれたため、本研究で解析に取
り組むこととしたものである。 

 
２．研究の目的 
麹菌ゲノム上に存在するパラロガスな 2 種

類のマルトース資化関連クラスターのうち、
正常に発現しているクラスター（MAL クラス
ター）の遺伝子破壊により、通常は休眠（サ
イレント）状態にあるそのパラログ（MAL ホ
モログクラスター）が誘導発現されてくる可
能性を示唆する結果を見出した。この現象を
もとに、本研究では、正常に機能している遺
伝子クラスターとそのサイレントパラログ
が、マルトース資化においてどのように機能
を分担しているかを明らかにするとともに、
サイレントパラログの発現活性化の機構を
分子レベルで解析することにより、糸状菌ゲ
ノムに存在するパラロガスな代謝遺伝子
（群）の条件選択的・相補的な発現制御機構

の解明につなげる。 
 

３．研究の方法 
MAL クラスターのマルトース取込みとア

ミラーゼ生産の関係の検証を行うとともに、
その破壊株における発現プロファイルを解
析する。MAL ホモログクラスター構成遺伝子
が機能するタンパク質をコードしているか
調べるとともに、ホモログクラスターに存在
する転写因子 MalR ホモログの遺伝子破壊を
行い、malP ホモログ・malT ホモログの発現
に及ぼす影響を調べる。ホモログクラスター
のmalP ホモログ-malTホモログ間のプロモー
ターの詳細な解析を行う。さらに、マルトー
ス取込みの有無による発現制御の有無につ
いて解析するとともに、MalP または MalR タ
ンパク質が存在することによりホモログク
ラスター遺伝子の発現抑制が起こるか調べ
る。 
 
４．研究成果 
（1）MAL クラスターのマルトース取込みと
アミラーゼ生産 
 MAL クラスターに存在するトランスポー
ターMalPと転写因子MalRのマルトース取込
みとアミラーゼ生産に及ぼす影響を検証す
るため、それぞれの遺伝子破壊株を用いて、
カザミノ酸培地で前培養した後に、マルトー
ス培地に移して経時的にα-アミラーゼ生産
と菌体内へのマルトース取込みを測定した。



その結果、図 1 に示すように、マルトースに
よる誘導初期における培養液中のα-アミラ
ーゼ活性はmalP 破壊株で顕著に低くなった。
malR 破壊株も野生株に比べて低くなってお
り、MAL クラスター中の MalP と MalR のア
ミラーゼ生産への関与があらためて示され
た。また、細胞内へのマルトース取込みを調
べるため、培地中に残存するマルトース量を
測定したが、malP 破壊株ではマルトースの取
込みがきわめて低下していることが認めら
れ、α-アミラーゼ活性のパターンに良く一致
していた。同様に、malR 破壊株もマルトース
取込みの遅れが認められ、この遅れとα-アミ
ラーゼ生産のパターンはほぼ一致していた。 
（2）MAL ホモログクラスター構成遺伝子の
発現プロファイルの解析 
 麹菌の MALクラスターを構成する malP と
malR の破壊株の解析から、マルトース誘導後
期のα-アミラーゼ生産量の上昇に関与する
MalP 以外のトランスポーターの候補として、
MAL クラスターと相同性の高いホモログク
ラスターの MalP ホモログが考えられた。し
かし、マルトース培養ではこのホモログクラ
スター内の遺伝子（malP ホモログ、malT ホ
モログ、malR ホモログ）のいずれもほとんど
発現が検出されず、偽遺伝子である可能性が
示唆された。一方、malP と malR の破壊株を
用いた DNA マイクロアレイ解析により、興
味深いことに、ホモログクラスターの malP
ホモログと malT ホモログの発現が特異的に
誘導されてくることが見出された（表 1）。 

 
これを確認するため、同様の培養で得られた
RNA を用いてノーザン解析を行ったところ、
シグナルは弱いもののmalP とmalRの破壊株
で特異的に malP ホモログと malTホモログの
発現が認められた。野生株ではほとんど発現
が認められないため、アレイ解析で野生株と
破壊株における発現比が非常に大きな差と
して検出されたものの、実際の発現量はあま
り高いものではなかった。しかし、このよう
な主要に機能する遺伝子が欠損することに

よって、通常は発現が認められない相同性の
高いホモログ遺伝子の発現が誘導される現
象は非常に興味深いものである。さらに、定
量 PCR によって発現プロファイルを調べた
ところ、アレイ解析とノーザン解析の結果と
同様、malP と malR の破壊株において MAL
ホモログクラスター中に存在する 3 遺伝子の
発現が誘導されていることが示された（図 2）。 

 
（3）MAL ホモログクラスター構成遺伝子の
機能解析 

malP ホモログと malR ホモログについて、
構成的なプロモーターに連結してそれぞれ
酵母の MAL11 および MAL13 遺伝子破壊株に
導入し、マルトース培地上での生育を調べた
ところ、malP ホモログ導入株では生育が見ら
れたが malR ホモログ導入株では生育は認め
られなかった。次に、malP ホモログと malR
ホモログを麹菌 malP プロモーター下で発現
するよう連結して、麹菌の malP および malR
破壊株に導入した。その結果、酵母での実験
と同様、malP ホモログは malP 破壊を相補し
た（図 3）ものの、malR ホモログは malR 破
壊を相補できなかった。 

以上のことから、MalP ホモログはマルト
ーストランスポーターの機能を有すること
が明らかとなった。一方、MalR ホモログは
MalR と zinc finger motif が高い相同性を示す
ものの相補できる機能を有していないこと
が示された。 
さらに、ホモログクラスター遺伝子が特殊



な環境下で発現する可能性を検討するため、
マルトース、グルコース、グリセロールなど
の各種炭素源を含む液体培養や炭素源飢餓
培養におけるそれぞれの遺伝子の発現プロ
ファイルを解析したが、野生株では malP ま
たは malR の遺伝子破壊株のような誘導発現
は認められなかった。 
 
（4）MAL クラスター及びホモログクラスタ
ーの二重破壊株の作製と機能解析 
 MAL ホモログクラスター中の転写因子
malR ホモログが malP ホモログと malT ホモ
ログの発現に関与しているか明らかにする
ため、malR 破壊株を用いてさらに malR ホモ
ログを破壊した二重破壊株を作製したが、生
育に明瞭な差は認められなかった。一方、、
malP ホモログについても同様に malP との二
重破壊株を作製し、マルトースおよびデンプ
ンプレートにおける生育を調べたが、malP 破
壊株とほとんど差は認められず、α-アミラー
ゼ生産がさらに遅延することも見られなか
った。malP 破壊株において malP ホモログの
発現が誘導されても、おそらくその発現量が
十分高くないことにより、細胞内へのマルト
ース取込みには大きな寄与はしないのでは
ないかと思われる。malP 破壊株でマルトース
誘導後期にα-アミラーゼ生産が徐々に回復
してくるのは、親和性は低いものの高発現し
ている MalP ホモログとは異なる糖トランス
ポーターによるものと考えられる。 
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